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(m) Proc6d6 de production et d'extractlon d'anti-oxydants a partir d'une culture de mlcroorganlsmes et 
photobloreacteur pour ta mlse en oeuvre de ce proced6. 

@ Procede de production et d'extraction d'anti-oxydants a partir d'une culture de micn>organismes et 
photobtoreacteur pour la mtse en oeuvre de ce procede. 

Ce proced6 consiste a cultiver dans un photobioreacteur clos (2) des micro-algues en suspension 
dans un milieu de culture (1). I'oxygene produit par les micro-algues par phptosynthese etant collecte 
puis reinjects dans le milieu de culture, a separer (6) les micro-algues du milieu de culture (1). a mettre 
en solution (12) des micro-algues, a broyer (14) la solution de micro-algues, a additionner (16) un 
solvant & la solution broyee pour solubiliser les antk>xydants prod u its par les micro-algues puis a 
separer (18) les phases liquides en presence. 
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PROCEDE DE PRODUCTION ET ^EXTRACTION D'ANTI-OXYDANTS A PARTIR D'UNE 
CULTURE DE MICRO-ORGANISMES ET PHOTOBIOREACTEUR POUR LA MISE EN OEUVRE 

DE CE PROCEDE 



La presente invention a pourobjet un proc6d6 de production et d'extraction d'anti-oxydants a partir d'une 
culture de micro-organismes photosynthetiques en suspension dans un milieu liquide ainsi que le photobio- 
reacteur pour ia culture de ces micro-organismes. Ce procede permet une production intensive et contr&lee 
d'anti-oxydants a I'echelle industrielle. 

L'invention s'applique a la production de tout anti-oxydant et en particulier a la production des enzymes 
superoxydes-dismutases, connues sous I'abrevlation SOD, de la vitamine C, des tocopherols alpha, beta ou 
gamma, Palpha-tocopherol etant la vitamine E. 

Les superoxydes-dismutases sont des metalo-enzymes comportant deux sous-unites peptidiques liees 
entre elles. On connalt trois types de SOD classes en fonction de ia nature du metal : 

- les SOD a Cu/Zn qui sont frequentes chez les eucaryotes ; la source traditionnelle de ces SOD est le 
sang de boeuf ; elles sont extraites des erythrocytes ; 

- les SOD a Mn que Ton trouve chez les eucaryotes au niveau des mitochondries et chez les procaryotes; 

- enfin, les SOD a Fe qui semblent specifiques des procaryotes, c'est-a-dire des bacteries aerobies. 
Les SOD sont des catalyseurs de la dismutation des ions superoxydes suivant la reaction : 

0- 2 + O; + 2 H 4 — > H 2 0 2 + 0 2 

Aussi, les SOD sont utilisees dans les phenomenes aigus Iib6rant des radicaux superoxydes ou dans les 
phenomenes de vieiilissement Les SOD sont destine es en particulier aux domaines pharmaceutique comma 
anti-inflammatoire (rhumatisme, arthrite), cosmetologique pour la protection de la peau et des cheveux et par 
example comme protecteur d'ultraviolets, agro-alimentaire (comme protecteur des huiles et corps gras v comme 
agent de regulation de la coloration ou comme engrais) ainsi que dans le domaine bio-medical. 

L'utiiisation des SOD en cosmetojogie est notamment decrite dans le document FR-A-2 297 899. 

L'invention s'applique a tout micro-organisme photosynthetique du type micro-algues et du type cyanobac- 
teries. L'une des cyanobacteries la plus connue est Talgue bleue". 

La photosynthese est la transformation, grace a I'energie solaire, du dioxyde de carbon e en matiere pre- 
miere hydrocarbonee, I'oxygene. etant le principal sous-produitde cette transformation biochimique. Cette reac- 
tion peut etre symboiisee par Pequation de Myers suivante : 

6,14 C0 2 + 3,65 H 2 0 + NH 3 ->C e ,uHto.30 2t 24N + 6,85 Oz 

Le terme Ce^H^sO^N correspond aux micro-organismes, appeles encore biomasse. 

Dans le document FR-A-2 621 323 depose le 2 octobre 1987 au nom du demandeur, il est decrit un dis- 
positif de production intensive et controlee de micro-organismes photosynthetiques. Ce dispositif est en parti- 
culier un photobioreacteur clos concu de facon a controler la monoculture d'une espece desiree ainsi que les 
parametres de ia culture, comne la temperature, le pH, les pressions de C0 2 et de 0 2 dans le milieu de culture, 
ainsi que a composition du milieu nourricier afin de favortser la production de I' espece choisie. 

Ces photobioreacteurs sont constitues essentiellement d'un recepteur ou capteur solaire transparent a la 
I u mi ere dans lequel circule le milieu liquide contenant les micro-organismes, un carbonateur raccorde a I'entree 
du capteur solaire pour charger le milieu liquide en C0 2 necessaire a ia photosynthese ainsi qu'un degazeur 
raccorde au photobioreacteur pour eltminer du milieu liquide I'oxygene produit par tes micro-organismes ainsi 
que le C0 2 non dissous dans le milieu liquide. 

Le carbonateur permet d'assurer un transfert suffisant de C0 2 de la phase gazeuse a la phase liquide afin 
que la demande bioiogique en C0 2 soit toujours satisfaite. Le C0 2 n'est alors pas un facte ur limitant la pro- 
duction de micro-organismes. 

St les autres conditions de culture sont favorables, telies que la iumiere, le milieu nourricier, le pH, etc. il 
y a une forte demande en C0 2l ce qui entralne un fort degagement d'oxygene. Aussi, dans la partie r6cepteur 
solaire du photobioreacteur, il y a un enrichissement de la culture en 0 2 dissous ainsi que des poches gazeuses 
d'0 2 . 

Dans le document FR-A-2 621 323, on enseigne ('elimination grace a un degazeur de I'oxygene produit 
par photosynthese, contrariant ('exploitation du photobioreacteur et en particulier ia bonne regulation thermique 
de celui-ci (sechage des micro-organismes, mauvais rendementdu photobioreacteur). En outre, I'oxygene peut 
6tre toxique pour certains micro-organismes. 

Contrairement k Tenseignement de ce document, les inventeurs ont trouve que la collection de I'oxygene 
produit par photosynthese et sa reinjection dans le milieu de culture permettaient une production importante 
d'anti-oxydants par les micro-organismes cultives. En effet, dans les conditions de forte teneur en oxygene, 
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les micro-organismes photosynthetiques reagissent, face a ces conditions oxydantes, en synthetisant des anti- 
oxydants. 

L'invention a done pour objet un procede de production et d'extraction d'anti-oxydants, comportant les eta- 
pes survantes : 

5 (a) - culture dans un photobioreacteur cios de micro-organismes photosynthetiques en suspension dans 

un milieu liquide de culture, Poxygene produit par les micro-organismes par photosynthese etant collecte 
et reinjects dans le milieu de culture, ces micro-organismes etant choisis dans le groupe constitute des 
micro-algues et des cyanobacteries, 
(b) - separation des micro-organismes du milieu de culture, 

10 (c) - mise en solution des micro-organismes separes en (b), 

(d) - "broyage" des micro-organismes en solution, 

(e) - addition de solvant a la solution obtenue en (d) pour solubiliser les anti-oxydants produits par les micro- 
organismes, puis 

(f) - separation des phases liquides et sondes en presence. 

15 Avantageusement, I'oxygene est reinjects sous press ion dans le milieu liquide. 

Les anti-oxydants produits sont de differents types et sont fonction des especes cultivees. 
Les micro-organismes auxqueis s'applique Pinvention sont toutes les micro-algues et cyanobacteries 
connues. Les micro-algues sont en particulier des rhodophycees teltes que Porphyridium cr^ qui permet, 
en condition oxydante, essentiellement la production de SOD du type "Mn". 
20 Cette SOD est constituee de deux sous-unites de 20 000 poids molecuiaires chacune qui sont liees par 
des liaisons non covalentes. Ble presents un point isoelectrique de 4,2 en moyenne. 

PorJ^yrjaJUfPi^enMll produit en moyenne de 1 0 a 20 U, selon I'anaiyse par le NBT (nitrobluetetrazoiium), 
par millitre de culture (1 ml de culture contenant environ 1 mg de matiere seche (MS) de micro-algues). 
Pqrphyridjum crueptum permet en outre la production de vitamine C. En effet, cette micro-algue contient 
25 de 5 d 7g par kg de vitamine C. 

Chez cette micro-algue, la vote metabolique "delta-amino-levulinique" est tres developpee ; elle conduit & 
des pigments specifiques (phycobiliproteines) et a la SOD. 

En revanche, la culture de micro-algues du type chlorophycees telles que Haematpcqccus pLuvialis permet 
en milieu superoxydant essentiellement la production de tocopherols et en particulier de I'alpha-tocopherol 
30 (vitamine E) a. une concentration de 4 a 5g par kg de micro-algues et du gamma-tocopherol a une concentration 
de 0,5 a 1g par kg de micro-algues. 

Chez cette micro-algue, la voie metabolique "mevalonique" est tres developpee. 
Les conditions favorables de production d'anti-oxydants selon I'invention sont les conditions de forte pro- 
duction d'oxygene, c f est-a-dire de forte activite photosynthelique. Aussi, avantageusement, ta culture des 
35 micro-organismes est effectu6e en condition naturelle d'eclairement et Textraction des anti-oxydants du milieu 
de culture et par consequent Tetape (b) de separation des micro-organismes du milieu liquide sont effectuees 
dans I'apres-midL 

En outre, les conditions les plus favorables pour la production d'anti-oxydants sont celles ou les micro- 
organismes sont en phase exponentielle de croissance, e'est-a-dire lorsque le taux de croissance est maximal. 
40 Pour un fonctionnement en discontinu ou "batch", la phase exponentielle se trouve en debut de culture 
les micro-organismes sont en phase de division active, ce qui correspond a une activite photosynthetique maxh 
male. 

En culture continue, il faut choistr un taux de renouveliement rapid e du milieu de culture (0.2 a 1 par jour) 
pour maintenir les micro-organismes en phase de division active. 
45 Avant de s6parer ies micro-organismes du milieu de culture, on peut effectuer un ou plusieurs traitements 

de la suspension de micro-organismes ayant pour but d*augmenter la teneur du milieu de culture en anti-oxy- 
dants et en particulier en SOD par augmentation de la permeabiltte membra na ire des cellules. 

Ce ou ces traitements peuvent consister en un chauffage de quelques minutes de la suspension eel lul aire 
entre 40 et 50°C ou en une ionisation de cette suspension avec des rayons gamma. Un traitement de 10 kgrays 
so peut entramer un enrichissement du milieu en activite anti-oxydants de 20 a 100%. 

L'etape (b) de separation des micro-organismes du milieu de culture a pour but de separer la biomasse, 
dont on extraira les anti-oxydants intra-cellulaires au cours des etapes (c) a (f) t du milieu de culture qui peut 
contenir des anti-oxydants exo-cellulaires. 

Dans le cas particulier des SOD, plus de la moitie des enzymes sont dans le milieu de culture et I'activite 
55 mesur6e dans ce milieu de culture peut, dans certains cas, justifier le traitement du milieu liquide pour en 
extraire les anti-oxydants exo-cellulaires. 

La mise en solution des micro-organismes (etape (c)) permet d'ajuster la concentration du jus des micro- 
organismes en vue d'ameliorer les conditions de "broyage". La concentration optimaie des micro-organismes 
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pour I'Stape de "broyage" se situe entre 20 et 100 g par litre de matters sSche, selon les espSces utilisSes et 
leur stade de croissance. 

L'etape de "broyage" a pour but d'6clater les micro-organismes afin de rendre tout le contenu eel lul aire 
accessible aux solvants. Eile est realisee dans un homogenelsateur ou les micro-organismes subissent une 
5 altemance de pressions et de depressions. 

Le solvent ou le melange de solvants utilise dans l'6tape (e) depend des anti-oxydants que Ton desire 
extraire. En particulier, les SOD et la vitamine C sont hydrosoiubies et leur extraction se fait en solution 
aqueuse, alors que les tocopherols sont fiposolubles et leur extraction se fait dans un solvant organique du 
type acetone ou methanol ou dans une huiie vegetale ou minerale. 
w Si Ton desire extraire a la fois les anti-oxydants llposolubies et hydrosoiubies prodults par une meme 
espece, on utilise un solvant organique ou une huile. 

L'etape (f) de separation des phases a pour but de separer le melange en deux ou trois phases selon que 
Ton utilise un solvant aqueux ou non : une solution aqueuse contenant les anti-oxydants hydrosoiubies, une 
solution iipidique contenant les anti-oxydants liposolubles et une phase solide constituee des residus cellulan 
is res. Cette separation des phases peut etre effectuee par centrifugation ou par d6cantation dans une colonne 
pulsSe. 

' De preference, les Stapes de "broyage", d'addition de solvant et de separation (f) des phases sont effec- 
tuees a 4°C environ. 

En cas de besoin, les phases lipidiques et aqueuses, obtenues au cours de I'Stape (f), ainsi que le milieu 
20 liquide resultant de I'etape de separation (b) des micro-organismes peuvent 6tre concentres et eventuellement 
purifies. 

Cette concentration peut fitre rSalisSe par ultrafiltration et/ou par precipitation avec du sulfate d'ammonium. 
La purification est effectu6e avantageusement a 4°C et son degr6 depend de I'utiiisation des anti-oxydants. 
L'invention a aussi pour objet un photobioreacteur clos pour la production d f anti-oxydants a partir d'une 
25 culture de micro-organismes photosynthetiques en suspension dans un milieu liquide, ces micro-organismes 
etant choisis dans le groupe constituS des micro-algues et des cyanobact&ries, ce photobioreacteur comporte: 

(A) - un recepteur solaire transparent a la lumiere solaire dans lequel circule le milieu liquide, 

(B) - un carbonateur a colonne raccorde a 1'entree du recepteur solaire pour charger le milieu liquide en 
C0 2 necessaire a la photosynthese, 

30 (C) - un collecteur de I'oxygene produit par les micro-organismes par photosynthese, et 
(D) - des moyens pour reinjecter I'oxygene collects au niveau du carbonateur. 

En vue d'une activite photosynthetique maximun, le recepteur solaire est constitu6 de tubes paralleles dans 
lesquels circule le milieu liquide, des collecteurs d'extremitt assurant la mise en communication de ces tubes. 
D'autres caracteristiques et avantages de l'invention ressortirontmieux de la description qui va suivre, don- 
35 nee a titre iliustratif et non limitatif, en reference aux d ess ins annexes, dans lesquels : 

- la figure 1 il lustre, schematiquement, les differentes Stapes du procede d 'extraction selon ('invention des 
anti-oxydants a partir d'une culture de micro-algues, 

- la figure 2 i! lustre, schematiquement, un photobioreacteur pour la production de micro-algues conforme 
a ('invention, fonctionnarit en "batch", 

40 - la figure 3 donne revolution de Tactivite photosynthetique dans le milieu de culture au cours d'une jour- 
nee, et 

- la figure 4 reprSsente schematiquement un photobioreacteur pour la production de micro-algues confor- 
m6ment a l'invention. fonctionnant en continu. 

Comme represents sur la figure 1, la culture 1 de Pgrphyndjum cnjen^JO est i"6alis6e dans un photobio- 
45 r6acteur 2, contenant comme milieu nounricier de Teau de mer synthetique enrichie en potassium, phosphore 
et azote. Le potassium est present sous forme de chlorure, le phosphore sous forme d'acide orthophosphorique 
et I' azote sous forme d'urSe ou de nitrates. 

Le pH du milieu de culture est rSgule entre 6 et 8 pendant toute la croissance des micro-algues et rapport 
en carbone est assure sous forme de dioxyde de carbone. La realisation exacte de ce photobioreacteur sera 
so dScrite ultSrieurement en reference aux figures 2 et 3. 

La culture de micro-algues s'effectue sur plusieurs jours et le milieu de culture contient environ 1g par litre 
de matiSre sSche de micro-algues. 

La production de ces micro-algues se fait en condition naturelle d'Sclalrement etle traltement des micro- 
algues en vue d'en extraire les anti-oxydants s'effectue entre 12 et 18 heures et en phase exponential^ de 
55 croissance des micro-algues. 

La culture soutirSe du photobioreacteur est placSe dans un bain-marie 4 ports entre 40 et 50°C, pendant 
10 a 20 minutes en vue d'augmenterla perm6abilit6 membranaire des micro-algues et par consequent la teneur 
en anti-oxydants exocellulaires. Ce chauffage est r6alis6 sous agitation. 
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Comme indiqu6 en 6, la culture 1 est ensuite filtree sur un filtre rotatif 7 avec un debit voisin de 200 l/h/m 2 
afin de separer ies micro-algues du milieu liquide. Cette etape peut ainsi etre effectuee sur una centrifugeuse 
continue entre 10 000 et 30 000 g avec un debit de 1 m 3 /h. Le filtrat clair 9 obtenu en 6 contient plus de la 
moitie des enzymes superoxydesdismutases. En particulier I'activite enzymatique mesuree dans le milieu de 
5 liquide est de 10 a 30 U/ml, la mesure etent effectuee par le NBT. 

Les SOD sont directement en solution aqueuse et peuvent etre concentrees ensuite, comme indique en 
8. par ultrafiltration avec une membrane minerate de 10 000 daltons. 

Le filtrat 9 ainsi concentre peut aiors etre purifie, comme indique en 1 0, en particulier par chromatographie 
echangeuse d'anions. 

10 Les etapes de concentration 8 et de purification 10 sont effectuees a 4°C environ. 

Le produit solide obtenu en 6 contient essentiellement les micro-algues. Ces dernieres sont diluees, sous 
agitation, comme indique an 12, dans une solution de tampon phosphate (50 mM, Ph 7,8) introduite en 13 afin 
d'obtenir une concentration en micro-algues optimale pour fetape de "broyage" symbolisee en 14. La concen* 
tration des micro-algues dans la suspension 15 obtenue en 12 est de 20 a 100 g/l de matiere seche (MS). 

is La suspension 1 5 est alors soumise a un cycle de pression-depression dans un homogeneJsateur ATV du 
type Manton-Gaulin fonctionnant a une pression de 2 a 5.1 0 7 Pa. Cette etape est realisee de preference a 4°C. 
Elle a pour but d'eciater les micro-algues afin de rendre tout le contenu cellulaire accessible aux solvants. 

A la suspension cellulaire de Poiph vadium cruejitum obtenue en 14, on ajoute une huile v6getale ou mine- 
rale et par exemple une huile de soja ou un sol vant type acetone ou methanol pour extraire a la fois les anti- 

20 oxydants liposoiubles tels que les tocopherols et les anti-oxydants hydrosolubles teis que la vitamine C et la 
SOD. 

Cette addition de solvant est representee en 16 et ia fieche 17 indique famenee dans la suspension cel- 
lulaire du solvant. Cette addition de solvant se fait sous agitation et est effectuee a 4°C environ, La suspension 
cellulaire obtenue porte la reference 1 9. 
25 Comme indique en 18, la suspension cellulaire 19 est ensuite centrrfugee dans un extracteur centrifuge 
mono-etage equipe de vannes a piston du type VA 35-09-566. Le centrifugat obtenu est constitue en particulier 
d'une solution aqueuse contenant la SOD et la vitamine C et d'une solution lipidique contenant les tocopherols. 
La reference 21 correspond a la recuperation de la solution aqueuse et la reference 23 a la recuperation de la 
solution lipidique. 

30 Ces solutions peuvent alors etre concentrees, comme represente en 8, de la mene facon que le milieu 
liquide obtenu apres separation en 6 des micro-algues. 

Les r6sidus solides obtenus en 25 resultant de la centrifugation 18, contiennent des fragments de micro- 
algues. 

Sur la figure 2, on a represente un photobioreacteur de ('invention destine a la culture en "batch" de micro- 
35 algues pu de cyandbacteries productrices d 'anti-oxydants. 

Ce photobioreacteur clos 2 comporte un recepteur solaire 30 constitue de tubes paralleles 32 en matiere 
plastique souple transparente telle que du polyethylene dans lesquels circule le milieu de culture 1 contenant 
les micro-organismes et les elements nutritifs necessaires a leur croissance. Des collecteurs 34 et 36 en poly- 
propylene penmettent de connecter entre eux les tubes 32 et d'assurer le passage du liquide d'un tube a Tautre. 
40 Ce recepteur solaire 30 est destine a etre place a ia surface d'une etendue d'eau en vue de sa regulation 

thermique. 

Pour de plus amples details sur la realisation et le fonctionnement de ce capteur solaire on peut se referer 
au document FR-A-2 621 323 cite precedemment 

L'alimentation en C0 2 du milieu de culture, pendant un cycle ou "run", est assuree a I'aide d'un carbonateur 
45 38 connecte a I'entr6e du capteur solaire 30, via une conduite d'amenee 40 ; cette derniere est equipee d'une 
pompe 42 assurant la circulation du milieu de culture dans Tensemble du photobioreacteur. 

Le carbonateur 38 est du type a colonne et l'alimentation en C0 2 du milieu de culture via la conduite 40 
est assuree par a base du carbonateur. 

Le photobioreacteur comporte en outre une cuve 44 servant a la preparation, sous agitation, du milieu 
so nourricier necessaire a la croissance des micro-algues. Ce milieu nourricier est introduit en debut de cycle dans 
le milieu liquide contenant les micro-algues, via une conduite d'amenee 46 mont6e en derivation sur le tube 
d'amenee 40. Ce tube de derivation 46 est equipe d'une vanne 47 permettant de controller Pinjection du milieu 
nourricier. 

Dans le recepteur solaire 30, la reaction de photosynthese conduit a la formation d'oxygene. Des tubes 
55 de purge 48 montes en sortie du recepteur solaire 30, et plus precisement en sortie des collecteurs 34 et 36, 
permettent d'eliminer les poches de gaz qui se forment dans les tubes 32 du recepteur solaire. Ce gaz peut 
contenir jusqu'a 75% en volume d'oxygene dans des conditions de fort ensoleillement du recepteur solaire 30, 
oxygene provenant de la photosynthese. 



6 




EP 0 437 393 A1 



Cet oxygen e gazeux est recolte dans un collecteur 50 puis est reinjects dans le carbonateur 38 a ('aide 
d'une conduite 49. Le recyclage de Coxy gene gazeux se fait a la base du carbonateur 38. 

Dans le carbonateur, I'oxygene est redissous dans ie milieu de culture. Pour f avoriser le passage de I'oxy- 
gene dans le milieu de culture, la partie superieure du carbonateur est equipee d'une plaque deflectrice 51 de 
5 forme conique. 

L'apport en C0 2 dans le carbonateur 38 est effectue en melange avec de I'air, jusqu'a 80% en volume de 
C0 2 dans le melange. Ce melange gazeux est introduit, via une conduite d' alimentation 53, dans une cuve 52. 

La sortie de cette cuve est equipee d'une conduite d'amenee 54 reliee a un tube plongeur central 56 du 
carbonateur 38, dispose selon I'axe de revolution de ce dernier. L'extremite plongeante 58 du tube 56 est rea- 
10 Usee en verre ou inox fritte de porosite variable afin d'ameliorer la dissolution a contre-courant du C0 2 dans ie 
milieu liquide con tenant les micro-algues. L'introduction du milieu de culture 1 dans le carbonateur s'effectue 
dans la partie superieure de ce dernier grace a une conduite d'amenee 60 montee en sortie du collecteur aval 
36 du recepteur solaire. 

Le melange air plus C0 2 introduit dans Ie carbonateur 38 par le verre fritte 58 provoque une legere desor- 
15 ption de I'oxygene dissous dans le milieu de culture. Le melange gazeux evacue au sommet du carbonateur 
est recupere par une conduite ^evacuation 62 pour etre reinjecte dans la cuve 52. 

Le gaz de cette cuve 52 est comprime grace a un dispositlf 64 du type a piston et est reinjecte dans la 
colon ne de carbo nation 38 via la conduite 54 puis ie tube plongeur 56. 

Ge gaz reinjecte a la base du carbonateur contient I'oxygene desorbe et le C0 2 qui ne s'est pas dissous 
20 dans la phase liquide. 

La cuve 52 est munie d'un pressiostat 66 dont le niveau de pression est regie entre 0,1 et 0,5.10 s Pa. 
Ce systeme permet un enrichissement de la culture en oxygene dissous. 

Dans les conditions de fort ensoleillement, le pourcentage d'oxygene dans la phase gazeuse est de 21% 
en volume en entree de la conduite d'alimentation 53. 
25 A la sortie du carbonateur 58, ou a Pentree du recepteur solaire 30, c'est-a-dire dans le tube 40, le melange 
gazeux contient 70% en volume d'oxygene. Ceci provient du fait que la culture arrivant en 60 dans le carbo- 
nateur est tres riche en oxygene dissous provenant de la photosynthese. 

A la sortie du recepteur solaire, c'est-a-dire dans les tubes de purge 48, le melange gazeux contient 75% 
en volume d'oxygene. II y a done un e nrichissement de 70 a 75% en volume d'oxygene dans le recepteur solaire 
30 30 par suite du confinement du milieu de culture. 

La desoxygenation partielle ou desorptjon de I'oxygene au niveau du carbonateur abaisse la teneur en oxy- 
gene de. la phase gazeuse de 75 a 70% dans ce dernier. 

Dans ces conditions oxydantes, les micro-algues cultivees reagissent en synthetisant des anti-oxydants. 
En particulier, la micro-alguePqrphyridjum cruenturn reagit en produisant de la SOD a une moyenne de 
35 10 a 20 U (NBT)/ml de culture, sort 5x10 6 a 20x10* U par m 3 et de la vitamlne C a raison de 5 a 7 g/kg. En 
revanche, la micro-algue Haematpcqccus pkjyialis reagit en produisant de la vitamine E a raison de 4 a 5 g/kg 
de micro-algues et du gamma-tocopherol a raison de 0,5 a 1 g/kg de micro-algues. 

Le dispositif representee sur la figure 2 comporte en outre une conduite de derivation 68 equipee d'une. 
vanne 70, montee sur la conduite de sortie 60. Cette conduite 68 debouche dans une cuve 70 destinee a recol- 
40 ter les micro-algues et le milieu de culture apres un cycle de culture en vue d'en extra ire les anti-oxydants. 

Les conditions favorables de production d'anti-oxydants sont les conditions de forte activite photosynthe- 
tique. Aussi. on peut opti miser ces conditions a ('echel)e d'un "run" ou cycle de culture de 1 0 a 20 jours. I' activite 
photosynthetique des micro-algues est maximale en debut de 'run - , c'est-a-dire en phase exponentieile de 
croissance. Ceci est illustre par I'exemple ci-apres. 
46 Au cours d'un "run" effectue sur une culture de Pprj)hjr]dium enjenhjm, les inventeurs ont note les teneurs 

suivantes en SOD : 

5eme jour : 25 U(NBT)/ml de culture 

(1,0 g MS/I de culture), soit 

25 000 U/g de culture. 
so 10emejour: 31 U (NBT)/ml de culture 

(1,3 g MS/l de culture), soit 

24 000 U/g de culture. 
17eme jour : 27 U (NBT)/ml de culture 

(1,8 g MS/I de culture), soit 
-55 15 000 U/g de culture. 

26eme jour : 3 U (NBT)/ml de culture. 

(2,0 g MS/l de culture). 

1 500 U (NBT)/g de culture. 
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De cet example, ii ressort clairement que la production maximal e d'anti-oxydants s'effectue du 1er au 
1 0eme jour d'un "run". 

Des mesuressimilaires ontete effectuees au cours d'un "run" avec Hearnatpcoccus pLuvialis comme micro- 
algue. Les inventeurs ont note les teneurs suivantes en tocopherols dans les micro-algues : 
5 2eme jour : 4 500 ppm d'alpha-tocopherol, 
660 ppm de gamma-tocopherol. 
20emejour: 80 ppm d'alpha-tocopherol, 

130 ppm de gamma-tocopherol. 
Seion ('invention les micro-organismes sont cultives dans le photobioreacteur clos en condition naturelle 
10 d'eclairement, c'est-a-dire avec une alternance de jour et de nuit L'assimilation de C0 2 par ces micro-orga- 
nismes et par consequent la production d'0 2 sont directement I tees a I'intensite lumineuse. Eiles sont done 
optimales a la mi-journ6e. 

Le schema repr6sente sur la figure 3 fait apparaltre revolution de la pression en C0 2 dissous et de la pres- 
sion en oxygen e dissous dans le milieu de culture au cours d'une joumee. Les pressions de ces gaz sont don- 
15 nees en partie par million. La courbe A donne les pressions de C0 2 et la courbe B les pressions d'0 2 . La courbe 
C donne I'6nergie solaire ES au cours de la joumee ; elle est exprimee en kilojouies/m 2 /s. 

De ces courbes, i! ressort clairement que les meilieurs conditions de production d'anti-oxydants se situent 
entre 12 et 18 heures. Par consequent, la recolte des anti-oxydants se fera a cette periode la. 

La culture des micro-algues et done la production des anti-oxydants peut aussi se faire en continu a I'aide 
20 du photobioreacteur represents sur la figure 4. Les elements constitutifs de ce photobioreacteur identiques a 
ceux du photobioreacteur de la figure 2 portent les memes references. 

Ce photobioreacteur comporte, comme sur la figure 2, un recepteur solaire tubulaire 30 equipe des col- 
lecteurs amont et aval 34 et 36. Une pompe 42a montee sur une conduite 40a mettant en communication 
Fentree et la sortie du collecteur 34 fonctionne en continu. Elle assure la circulation en continu du milieu de 
2$ culture contenant les micro-algues dans le recepteur solaire 30. L'ensemble recepteur solaire, conduite 40a 
et pompe 42a forme un ensemble clos, c'est-a-dire que les micro-organismes ne sortent pas de cet ensemble. 

Le milieu nourricier prepare sous agitation dans la cuve 44 est introduit en continu, dans le cas present, 
au sommet du carbonateur 38a grace a une conduite d'amenee 46a 6quip6e d'une pompe 73 fonctionnant en 
continu, assurant en outre le reglage du debit du milieu nourricier et done le taux de renouvellement du milieu 
30 nourricier (1 par jour). 

Le tube plongeur 56, equipe de son verre fritte 58 a son extr6mit6 plongeante permet une alimentation en 
C0 2 a contre-courant du milieu nourricier dans le carbonateur 38a. 

Afin d'ameiiorer la dissolution du gaz C0 2 injecte sous pression grace au reservoir 74 monte a Pentr6e du 
tube plongeur 56, la colonne du carbonateur est equipee d'un garnissage 76 du type anneau de Raschig ou 
35 seile de Bert 

Le milieu nourricier carbonate est alors injecte dans le recepteur solaire 30 par une conduite d'amenee 
40b reliant la base du carbonateur 38a au collecteur 34 du recepteur solaire 30. Cette conduite 40b est equipee 
d'une pompe 42b fonctionnant en continu et r6gl6e au mfeme debit que les pompes 73 et 75. 

En sortie du r6cepteur solaire 30, une conduite 60a 6quip6e d'une pompe 75 permet i'acheminement en 
40 continu dans une cuve 77 destinee a recolter le milieu de culture contenantles micro-organismes, en vue d'en 
extraire les anti-oxydants. 

Comme pr6cedemment dans le recepteur solaire 30, la photosynthese provoque un enrichissement de la 
culture en oxygdne dissous. Les poches de gaz formees renfermant de I' oxygens sont evacuees du recepteur 
30 grace aux tubes de purge 48 en direction du collecteur d'oxygfcne 50. 
45 Ce collecteur 50 est muni d'un manometre 78 pourmesurerla pression du gaz de purge enrich! en oxygene. 

Lorsque la pression arrive entre 0,4 et 0,5.1 0 5 Pa, une eiectrovanne 60 libera le gaz accumuie dans le col- 
lecteur 50. Ce gaz est alors r6 injecte grace a la conduite 49 a le base du carbonateur 38a de facon que foxy- 
gene gazeux resultant de la photosynthese se dissolve dans la milieu de culture. 

L'accumulation du gaz dans le recepteur solaire 30 engendre, comme pr6c6demment, un enrichissement 
so en oxygdne dissous. 

Pour augmenter la concentration en 0 2 dissous dans le milieu liquide du photobioreacteur, it est souha'h 
table de le faire fonctionner en surpression. Dans I'exemple repr6sent6, les tubes 32 du recepteur solaire ne 
r6sistent pas a une pression superieure a 0,5.1 0 5 Pa. Aussi, le d6clenchement de I 'eiectrovanne 80 est effectue 
entre 0,4 et 0,5.1 0 s Pa. La pression normale du gaz enrichi en oxyg&ne se situe entre 0,1 et 0,2.1 0 B Pa. 
55 Dans le photobioreacteur repr6sent6 sur la figure 2, le carbonateur 38 ne comporte pas de garnissage 

contrairement au carbonateur 38a de la figure 4 du fait que dans le fonctionnement en "batch", le milieu liquide 
contenant les micro-organismes traverse le carbonateur et ceux-ci adheraient au garnissage. Dans le carbo- 
nateur 38a, seuls les gaz et le milieu nourricier circulent. 
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Afin d'amSliorer encore renrichissement en oxygene du milieu de culture, il est possible de rempiacer le 
reservoir 74 de C0 2 sous pression du photobiorSacteur de la figure 4 par le systeme de rScupS ration 52-54-66 
de I'oxygene dSsorbS dans le carbonateur, represents sur la figure 2. 

Avec Porphyjidjum cnwntuni cultivSe et traitSe seion ('invention, il est possible d'obtenir 5x10° a 20x10* 
5 unites NBT de SOD dans 1000 litres de culture, ce qui correspond a ta production de 9 a 36 g de SOD par m 3 
de culture. Dans ces conditions, des reoepteurs solaires 30 repartis sur uhe surface d'eau d'un hectare, avec 
une exploitation de 200 jours/an, permettent ia production de 90 a 360 kg de SOD. 



w Revindications 

1. ProcSdS de production et d 'extraction d'anti-oxydants, comportant ies Stapes suivantes : 

(a) - culture dans un photobiorSacteur dos (2) de micro-organismes photosynthStiques en suspension 
dans un milieu liquide de culture (1), I'oxygene produit par Ies micro-organismes par photosynthese 

15 Stant collects et reinjects dans le milieu de culture, ces micro-organismes Stant choisis dans ie groupe 

constitue de micro-algues et des cyanobactSries, 

(b) - separation (6) des micro-organismes du milieu de culture (1), 

(c) - mise en solution (1 2) des micro-organismes sSparSs en (b), 

(d) - "broyage* (14) des micro-organismes en solution (15), 

20 (e) - addition de solvant (1 6) a ia solution obtenue en (d) pour solubiliser Ies anti-oxydants produits par 

Ies micro-organismes, puis 

(f) - separation (18) des phases liquides et so! ides en presence. 

2. ProcSdS selon la revendication 1 , caractSrisS en ce que I'etape (b) est realises pendant la phase expo- 
25 nentielle de croissance des micro-organismes. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caractSrisS en ce que la culture des micro-organismes est effectuee 
en condition naturelle d'Sclairement et en ce que I'Stape (b) est effectuee dans Papres-midL 

30 4. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caractSrisS en ce qu'il comprend une etape de 
traitement (4) du milieu de culture (1) pour augmenter ia production des anti-oxydants consistant en un 
chauffage ou une ionisation du milieu de culture. 

5. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise an ce que le solvant est un solvant 
35 organique ou de I'huile vegetale ou minerale. 

6. ProcSdS selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les Stapes (d), (e) et (f) 
sont effectuSes a 4°C environ. 

40 7. ProcSdS selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les phases liquides obte- 
nues en (f) sont concentrSes (8) puis purifiSes (10). 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le milieu de culture separe 

. en (b) est concentrS (8) puis purifiS (10). ^ 

45 

9. ProcSdS seion Tune quelconque des revendications 1 a 8, caractSrisS en ce que ia solution (15) de I'Stape 
(c) contient de 20 a 100 g/I de micro-organismes sees. 

10. ProcSdS selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caractSrisS en ce que I'oxygene produit par pho- 
50 tosynthSse est rSinjectS sous pression dans le milieu de culture (1). 

11. ProcSdS seion Tune quelconque des revendications 1 a 10, caractSrisS en ce que les micro-organismes 
sont choisis parmi Porphyjidjum cruentum et Haematocqccus pluviajis. 

55 12. PhotobiorSacteur clos pour la production d'anti-oxydants a partir d'une culture de micro-organismes pho- 
tosynthStiques en suspension dans un milieu liquide, ces micro-organismes Stant choisis dans le groupe 
constituS des micro-algues et des cyanobactSries, ce photobiorSacteur comportant : 

(A) - un rScepteur soiaire (30) transparent a la lumiere solaire dans lequel circule le milieu liquide (1), 
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(B) - un carbonateur a colonne (38, 38a) raccorde a I'entree (34) du rScepteur solaire pour charger le 
■ milieu liquide en C0 2 necessaire a ta photosynthese, 

(C) - un coliecteur (50) de I'oxygene produit par les micro-organ ismes par photosynthese, et 

(D) - des moyens (49, 52, 54, 66, 78, 80) pour r6injecter I'oxygene collecte au niveau du carbonateur. 

5 

13. Photobioreacteur selon la revendication 12, caracterise en ce que le recepteur solaire (30) est constitu6 
de tubes parallel es (32) dans lesquels circule le milieu liquide, des collecteurs d'extremite (34, 36) assurant 
la mise en communication de ces tubes. 

10 14. Photobioreacteur selon la revendication 1 2 ou 1 3, caracterise en ce que le carbonateur (38, 38a) comporte 
dans sa partie superieure une plaque (51) de dispersion du milieu liquide. 

15. Photobioreacteur selon Tune quelconque des revendications 12 a 14, destine a la culture en continu des 
micro-organismes, caracterise en ce que le carbonateur (38a) comporte un gamissage (76) pour favoriser 

15 ('introduction du C0 2 et de P0 2 dans le milieu liquide. 

16. Photobioreacteur selon Tune quelconque des revendications 1 2 a 15, caracteris§ en ce que le carbonateur 
(38, 38a) comporte un tube plongeur central (56) loge dans la colonne, termine par un verre ou inox fritte 
(58) de porosis variable pour alimenter le carbonateur en C0 2 par le fond et une conduite d'amenee (46a, 

20 60) du milieu liquide (1) dans ta partie superieure du carbonateur de sorte que le milieu liquide et le gaz 
contenant le C0 2 circulent 4 contre-courant dans le carbonateur. 

17. Photobioreacteur selon le revendication 16, caracterise en ce qu'il comprend en outre, une cuve d'admis- 
sion (52) de C0 2 , gquipee d'une conduite d'a! indentation (53) en C0 2 , une conduite (34) pour amener le 

25 gaz de la cuve a la base du carbonateur (38) a I'aide du tube plongeur (56), une conduite d'evacuation 
des gaz (64) montee au sommet du carbonateur pour reinjacter les gaz evacu£s dans la cuve, des moyens 
(64) pour comprimer les gaz dans la cuve et des moyens (66) pour r6gler la pression des gaz introdults 
dans le tube plongeur. 
^ . 

30 18. Photobfoneacteur selon Tune quelconque des revendications 1 2 a 17, caracterise en ce qu'il comprend des 
moyens (78, 80) pour controler la pression du gaz enrichi en oxygene reinjecte dans le milieu de culture 
(1). 



35 



40 



45 



50 



55 



10 



EP 0 437 393 A1 




12 




13 



EP 0 437 393 A1 




Office europeen 
dct brevets 



RAPPORT DE RECHERCHE EUROPEENNE 



Niawo.4* la daaanda 



EP 91 40 0032 



DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Citeforie 



Citation 4a docuroeat av«c bdiemtioA, en «s 4e Wcein, 
dm partfcc ptrtinentcg 



Revandkatiao 



CLASSEMENT DE LA 
DEMANDS <lnL CL5) 



A,D 



EP-A-0 310 522 (COMMISSARIAT A 
L'ENERGIE ATOMIQUE) 

* Revendl cations 1-15; figures * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 87, 1977, page 
213, colonne de drolte, abrdgS no. 
147729Z, Columbus; Qh1o, US; H.P. MISRA 
et al.: "Purification and properties of 
superoxide dlsmutase from a red alga, 
Porphyr1d1um cruentum", J. BIOL, CHEM. 
1977, 252(18), 6421-3 

* Abrege" * 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 74, 1971, page 
99, colonne de drolte, abre^ge no. 
29131g, Columbus, Ohio, US; N.J. ANTIA 
et al.: "Tocopherol, vitamin K, and 
related 1sopreno1d qulnone composition 
of a unicellular red alga (Porphyr1d1um 
cruentum)", & J. PHYCOL. 1970, 6(3), 
305-12 

* Abr6g£ * 



12-18 



1-11 



1-11 



U present rapport » *** ***bli pour Uutcs les reveotkations 



LA HAYE 



26-02-1991 



C 12 N 9/02 

C 12 M 1/00 

C 12 P 1/00 

C 12 N 1/12 



DOMAINES techniques 

KECHEACHES (lat. CU5) 



C 12 M 
C 12 P 
C 12 N 
A 01 G 



COUCKE A. O.K. 



CATECORIE DES DOCUMENTS CITES 

X : partlaillanBaar ptflbMat ft Jul seal 

Y : ptrtlcutitttsmt pertu»ai at combUata* avee bd 

aunt docuneol 4t la »Ibm cattgoric 
A : arri£r*-pli» t»cbnok>piue 
O : JIvHlgUioo aan-acriie 
P : eocu»eat totercal&lra 



T : tatorte ciu priadpe ft la kase *e rtovaattoa 
E : aoeaneat ic W«vet antericar, tuh pulK i la 

■ate de aeptt oa apris cetlc dale 
D : ctte4ass ta aetau<k 
L : dtc poar faaiKE raboas 

JTMraWiTik U mfcae futile, aocaaeat conrcpaadaat 



15 



